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Zur Bestimmung der „ -Hydroxybutyratdehydrogenaseaktivität" im Serum
Von G. MÜLLER und M. HÄUSLER
Aus der II. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Martin-Lutber-Universität Halle-Wittenberg
(Direktor: Prof. Dr. K. Seige)
(Eingegangen am 30. Juni 1967)
Durch methodische und klinische Untersuchungen an 117 Probanden wird gezeigt, daß die Bestimmung der LDH-Aktivität im Serum
mitoc-Ketobutyrat bei optimalen Substratkonzentrationen der mit Pyruvat entspricht. Hierdurch wird eindeutig bestätigt, daß die HBDH-
Aktivität im Serum der Wirkung der LDH zuzuschreiben ist.
By methodical and clinical studies on 117 probands, it was shown that values for LDH activity, determined in serum with optimal con-
centrations of -ketobutyrate, corresponded to those determined with pyruvate. This confirms that the HBDH activity in serum can be
attributed to the action of LDH.
Lactatdehydrogenase1) besteht bekanntlich aus vier
Monomeren. Durch Kombination der Untereinheiten H
und M2) entstehen die LDH3)-Isoenzyme LDHi bis
LDH5 der Zusammensetzung H4, H3M, H2M2, HM3
und M4, die in den einzelnen Organen in unterschied-
lichen relativen Mengeneinheiten gebildet werden. Ein
weiteres Isoenzym befindet sich in Hoden und Sperma
(i).
Da sich Erhöhungen der LDH-Aktivität im Serum bei
einer Vielzahl von Krankheitsbildern finden, besitzen Be-
stimmungen der einzelnen Isoenzyme für die Diagnostik
großes Interesse. Eine Vermehrung von LDH5 im
Serum ist für Lebererkrankungen, von LDE^ und LDH2
für Herzinfarkt typisch (2).
Die Hydrierung von 2-Ketobutyrat durch Serum und
NADH wird häufig von der LDH-Wirkung ab-
gegrenzt und auf eine „a-Hydroxybutyratdehydroge-
nase" zurückgeführt, deren Aktivität kolorimetrisch (3)
*) Der Trivialname Lactatdehydrogenase wird hier gebraucht für
das Enzym L-Lactat: NAD-Oxydoreduktase (EC1.1.1.27), Gluta-
mat-Pyruvat-Transaminase für L-Alanin: 2-Oxoglutarat Amino
transferase (EC 2.6.1.2), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase für
L-Aspartat: 2-Oxoglutarat Aminotransferase (EC 2.6.1.1).
2) Nach Cahn und Mitarbeiter wird die schnellste anodische Frak-
tion (H4) als LDH!, die kathodische Fraktion (M4) als LDH5 be-
zeichnet.
3) Abkürzungen:
LDH = Lactatdehydrogenase, GOT = Glutamat-Oxaläcetat-
Transaminase, GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase, HBDH
= -Hydroxybutyratdehydrogenase. I. U. = Internationale Ein-
heiten.
oder mit Hilfe des optischen Testes (4) bestimmt wird.
Die Bestimmung der HBDH-Aktivität im Serum wird
besonders zur Diagnose und Verlauf s kontrolle des
Herzinfarktes empfohlen, Erhöhungen werden jedoch
auch bei Lebererkrankungen, Muskelerkrankungen,
Leukämien, megaloblastischen Anämien, nephro-
tischem Syndrom, Lungenerkrankungen, Tumoren und
anderen Erkrankungen beobachtet (5, 6, 7, 8).
Vorliegende Arbeit soll zur Methodik und klinischen
Bedeutung dieses Enzymtestes einen Beitrag liefern.
Methodik
Die LDH-Aktivität wurde nach WROBLEWSKI und LADÜE (9, 10)
mit Hilfe des optischen Tests bei 340 nm im 3 m/ Testansatz be-
stimmt. Die Pyruvatkonzentration betrug 0,3 . Die Messung
der HBDH-Aktivität erfolgte analog mit Natrium-a-ketobutyrat,
das aus a-Ketobuttersäure hergestellt wurde.
Mit verschiedenen Konzentrationen an <x-Ketobutyrat wurde die
optimale Substratkonzentration zur Aktivitätsbestimmung der
HBDH in Normalserum, Serum nach Herzinfarkt und bei Hepatitis
ermittelt und bei den folgenden Messungen angewandt.
Die NADH-Lösung wurde jede Woche frisch hergestellt (11,12).
Das Serum der Blutproben wurde sofort gewonnen, da sonst Er-
' höhungen der Fermentaktivität auftreten (13). Die Standardab-
weichung für die LDH- und HBDH-Aktivität wurde aus 10 Be-
stimmungen an einem Serum zu s = ± 4,8 I. U. ermittelt.
Das Verhalten verschiedener Inhibitoren auf die LDH- und HBDH-
Aktivität wurde von uns vergleichend untersucht.
Sulfitionen zeigen besonders große Inhibitorwirkung auf die LDH.
Das Herzmuskelisoenzym wird durch Bindung von Hydro-
pyridin-4^sulfonsäure am stärksten gehemmt (14). Oxalat besitzt
eine ähnliche Wirkung (15).
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Durch Schütteln mit Chloroform werden vor allem die elektro-
phoretisch langsam wandernden LDH-Isoenzyme (LDH5) ge-
hemmt (16).
Wir haben hierzu 0,2 m/ Serum und 0,8 m/ dest. Wasser mit 2 m/
Chloroform 10 Min. geschüttelt und anschließend zentrifugiert. Die
wäßr. Phase wurde zur Bestimmung der LDH- und HBDH-Aktivi-
tät verwendet.
Harnstoff, Guanidin, Zinksulfat und /?-Mercaptoäthanol hemmen
vor allem die LDH4 und LDH5 (17,18). Durch 2,OM Harnstoff-
lösung werden nach HARDY (19) die LDH-Isoenzyme aus Leber,
Skelettmuskulatur und Erythrocyten zu etwa 99%, die Herz-
muskelisoenzyme dagegen nur zu etwa 40% gehemmt.
Bei der relativ hohen angewendeten Harnstoffkonzentration ist es
wichtig, daß der optische Test mit der Enzymlösung gestartet wird.
In einer Harnstoff-Puffer-Coenzym-Lösung nimmt die Aktivität
von zugesetztem Serum beim Stehen rasch ab. Nach diesen Me-
thoden haben wir die Hemmung der LDH- und HBDH-Aktivität
bei über 30 Patienten der in Tabelle 3 aufgeführten Krankheits-
gruppen gemessen.
106 Patienten mit verschiedenen internen Erkrankungen und
11 Kontrollpersonen wurden untersucht. Durch eingehende
klinische, elektrokardiographische und klinisch-chemische Unter-
suchungen wurde die Diagnose des Herzinfarktes gestellt und bei
den übrigen Patienten sicher ausgeschlossen. Bei allen Patienten
wurden die HBDH-, LDH-, GOT- und GPT-Aktivität im Serum
bestimmt. Hierbei sollte das Verhalten der HBDH-Aktivität bei
optimaler Substratkonzentration bei den einzelnen Erkrankungen
untersucht werden.
Die Konzentration an oc-Ketobutyrat betrug 10 mM, bei der Unter-
suchung von Seren leberkranker Patienten 20 mM.
Die Bestimmung der GOT- und GPT-Aktivität erfolgte nach
REITMANN und FRANKEL (20).
Tab. l
Ermittlung der optimalen -Ketobutyratkonzentration zur Messung
der HBDH-Aktivität von 6 Hepatitisseren
10 15 20 25
mM a-Ketobutyrat
30 35
Abb. l
Optimale Konzentrationen an Natrium-a-ketobutyrat für die
Aktivitätsbestimmung der HBDH in Normalserum ( ), Serum
nach Herzinfarkt ( ) und Hepatitis ( · -)
Ergebnisse
Bestimmung der optimalen Substratkon^entration
Über die optimale Pyruvatkonzentration zur Messung
der LDH-Aktivität liegen bereits exakte Untersuchungen
vor. Normalserum, Serum nach Herzinfarkt und bei
Hepatitis besitzen bekanntlich ein unterschiedliches Sub-
stratoptimum (10). Analoge Meßergebnisse erhielten
wir bei der Bestimmung der optimalen a-Ketobutyrat-
konzentration.
Für die Aktivitätsbestimmung in Normalserum und
Serum nach Herzinfarkt werden erst bei etwa 10mM
Ketobutyrat optimale Bedingungen erreicht.
Serum 2,5
Ketobutyratkonzentration ( )
.5 10 20 30 40
1
2
3
4
5
6
48
73
10
73
48
53
73
97
24
97
145
120
145
218
120 '
116
155
155
218
387
218
116
135
174
222
379
218
97
116
174
78
97
155
i. U,
.U.
.U.
.U.
.U.
.U.
Tabelle l zeigt die HBDH-Aktivitäten im Serum von
6 Patienten mit akuter Hepatitis bei verschiedenen Sub-
stratkonzentrationen, wobei sich erst eine Konzen-
tration von etwa 20—30 mM als optimal erweist.
In der Literatur werden zur Bestimmung der HBDH-
Aktivität in 0,1 m/ Serum folgende a-Ketobutyrat-
konzentrationen verwendet:
0,12 mM (2,7 m/ Testansatz) (4)
3,3 mM (3,0 m/ Testansatz) (21)
18,7 mM (3,2 m/Testansatz) (7)
Unsere Messungen mit verschiedenen NADH-Konzen-
trationen ergaben ebenso wie bei der LDH ein breites
Aktivitäts maximum.
Versuche mit Inhibitoren
Durch Zusatz von Na2SO3 konnten wir zwischen der
Hemmung der LDH- und HBDH-Aktivität keine signi-
fikanten Unterschiede finden.
Tab. 2
, Hemmung der LDH- und HBDH-Aktivität im Serum durch
Stilfitionen
Serum
g Na2SO3/3 m/ Testansatz
5 25 50
LDH HBDH LDH HBDH LDH HBDH
I
2
3
6
9
24
6
8
26
23
17
28
22
21
26
40
35
38
34
25
38
Nach Schütteln mit Chloroform konnten wir bei Unter-
suchung einer großen Anzahl der in Tabelle 3 auf-
geführten Erkrankungen keine signifikanten Unter-
schiede zwischen der Hemmung der HBDH- und LDH-
Aktivität erhalten.
Bei der Verwendung von Harnstoff als Inhibitor war mit
-Ketobutyrat als Substrat eine etwas größere, aber
nicht signifikant größere Hemmung der Aktivität als mit
Pyruvat zu beobachten, die durch den stabilisierenden
Einfluß des Pyruvats auf das aktive Zentrum im LDH-
Molekül erklärt werden kann (l 8). "Bei allen Versuchen
mit Inhibitoren zeigte sich somit ein gleichsinniges Ver-
halten der LDH- und HBDH-Aktivität im Serum.
Klinisch-chemische Untersuchungen
Unter den von uns angewendeten Versuchs bedingungen
gehen, wie Tabelle 3 zeigt, bei allen untersuchten Krank-
heitsgruppen die HBDH- und LDH-Aktivitäten weit-
gehend parallel.
Abbildung 2 zeigt die Aktivitäten von LDH, HBDH,
GOT und GPT bei der Verlauf s kontr olle der von uns
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Abb. 2 ·
Enzym-Aktivit ten bei der Verlaufskontrolle des Herzinfarktes
GOT GPT - -^LDH HBDH
untersuchten Seren von Patienten mit frischem Herz-
infarkt. Die GOT-Aktivit t steigt bereits 4 — 8 Stdn.
nach dem Infarkt an, erreicht ihren Gipfel nach 24 — 48
Stdn. und normalisiert sich nach etwa 6 Tagen. Die
LDH- bzw. HBDH- Aktivit t steigt etwas sp ter an und
bleibt meist bis zum 10. — 15. Tag erh ht. Aktivit ts-
erh hungen der GPT sind weniger charakteristisch und
typisch.
Diskussion
Der Η-Typ der LDH entstammt berwiegend Geweben
mit hoher Sauerstoffaufnahme (Herzmuskel) und ber-
f hrt daher bevorzugt Lactat in Pyruvat. bersch ssiges
Pyruvat bewirkt eine nichtkompetitive Hemmung (22).
Der M-Typ wird vorwiegend in Geweben mit ber-
wiegend anaerobem Stoffwechsel (Muskulatur des
Skeletts, Leber) gebildet und hydriert daher bevorzugt
Pyruvat zu Lactat. Die Isoenzyme der LDH unterscheL-
den sich also deutlich in ihrer Substrataffinit t, wodurch
eine Differenzierung der leber- und herzspezifischen Iso-
enzyme m glich ist (23 — 25). Als Substrat zur Bestim-
mung der
Homologe
LDH-Aktivit t k nnen auch unverzweigte
der Brenztraubens ure und Milchs ure mit
L(+)-Konfiguration, z. B. α-Ketobutyrat und -Hydroxy-
butyrat, dienen.
Tabelle 4
BODANSKY
zeigt die von NISSELBAUM, PACKER und
(28) bestimmten Michaelis konstanten (pH
7,4) der menschlichen Isoenzyme aus Herz und Leber f r
diese 4 Substrate.
Tab. 4
Miehaeliskonstanten von LDH-Isoenzymen aus Herz und Leber
Substrat
Pyruvat
ct-Ketobutyrat
L-Lactat
-Hydroxybutyrat
».
nach (28)
Herzisoenzyrn Leberisoenzym
Km (ΓΠΜ) Km(mM)
0,12 0,46
1,7 6,3
4,1 14,3
4,4 4,8
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Durch Vergleich der LDH-Aktivität bei verschiedenen
Konzentrationen an Pyruvat (29, 30) oder Lactat (31) ist
somit der Rückschluß möglich, ob eine Erhöhung der
LDH-Aktivität hepatogener oder kardialer Genese ist.
Diese Tatsache wird für die Bestimmung der „a-
Hydroxybutyratdehydrogenase" mit -Ketobutyrat als
Substrat angewendet.
Durch eine niedrige Substratkonzentration wird eine be-
vorzugte Umsetzung des -Ketobutyrats durch die für
Herzerkrankungen typische LDHx erreicht. Je nach
ihren Anteilen an der Gesamtaktivität sind aber auch die
anderen Isoenzyme an der „HBDH-Aktivität" beteiligt
(23). Die Bestimmung bei nichtoptimaler Substrat-
konzentration ergibt nichtoptimale Aktivitätswerte.
Bei optimaler Substratkonzentration ist nach unseren
Untersuchungen die mit Pyruvat und -Ketobutyrat ge-
messene LDH-Aktivität gleich groß. Unsere Versuche
mit Inhibitoren bestätigen ebenfalls die völlige Über-
einstimmung.
Eine Bestimmung der LDH-Aktivität mit a-Keto-
butyrat sollte daher auch nicht mehr als a-Hydroxy-
butyratdehydrogenase-Aktivität bezeichnet werden, da
sich für die Existenz einer „a-Hydroxybutyratdehydro-
genase" im Serum kein Anhalt ergibt.
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Leninallee 2
Experimentelle Untersuchungen zum Verfahren der in-vitro-Lipolyse
Von P. SCHWANDT, M. KNEDEL und R. LINDLBAUER
Aus der L Medizinischen Klinik der Universität München (Direktor: Prof. Dr. H. Scbiviegk) und dem Klinisch-Chemischen
Institut des Städtischen Krankenhauses München-Harlaching (Chefarzt: Priv.-Do%. Dr. M. Knedel)
(Eingegangen am 24. August 1967)
Am epididymalen Fettgewebe der Ratte würde die Wirkung verschiedener Inkubationsbedingungen auf die spontane und hormon-
induzierte /«-w/rö-Lipolyse untersucht. Nach genauer Beschreibung des Versuchsansatzes werden die Einflüsse von Temperatur, Fett-
gewebsmenge, Inkubationszeit, Albuminkonzentration und Pufferzusammensetzung mitgeteilt. Daraus ergeben sich optimale Versuchs-
bedingungen für die /«-w/rö-Lipolyse, deren Standardisierung als notwendig erachtet wird.
Investigations are reported on the influence of different incubation conditions on the spontaneous and hormone-induced lipolysis in
epididymal fat pads of the rat. The incubation technique is described in detail, and the effects of temperature, quantity of adipose tissue,
incubation time, concentration of albumin and the ionic composition of the buffer are reported. The optimal conditions were thus
established and their standardisation is recommended for the in vitro study of lipolysis.
Das Fettgewebe ist metabolisch hoch aktiv, relativ uni-
form und leicht zugänglich. Es bietet sich daher für die
Durchführung von Stoffwechseluntersuchungen als ge-
eignetes Material an. Wegen seiner Struktur trifft das vor
allem auf das epididymale Fettgewebe der Ratte 2u, das
besonders häufig für die Untersuchung lipolytischer
Vorgänge in vitro herangezogen wurde. Die ursprüng-
lich von GORDON und CHERKES (1) und WHITE und
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